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COMPUESTOS PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES 
DESMIELINIZANTES YAUTOINMUNES 

CAMPO DE LA INVENCI6N 

5 

La presente invenci6n se relaciona con el campo de las enfermedades 
desmielinizantes y autoinmunes, preferentemente con el de la esclerosis multiple, 
asf como con el empleo de sustanclas antagonlstas de los receptores P2X, 
presentes en oligodendrocitos, para el tratamiento de dichas enfemiedades, y con 
1 0 composiciones que contengan dichos antagonlstas. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCI6N 

La esclerosis multiple (EM) es la enfennedad desmiellnizante del sistema nervioso 
15 central mas frecuente. Afecta a un mill6n y medio de personas en el mundo, y sus 

sfntomas aparecen en general en adultos j6venes, por lo que sus consecuencias a 
nivel personal y socioeconomico son muy graves. 

Se piensa que la susceptibllidad a la EM se debe a factores gen^ticos y 
20 ambientales desconocidos. La prevalencia de la enfermedad se sitOa entre 50 a 100 

personas por cada 100.000 habltantes en las regiones de alto riesgo, que se 
localizan principalmente en las zones septentrionales del hemisferio norte, en 
Europa y Am6rica. EI riesgo a padecer EM aumenta 10-20 veces en parientes de 
primer grade de enfermos, y la concordancia entre gemelos monocig6ticos 
25 (identicos gen§ticamente) se eleva hasta el 30-35%, mientras que gemelos 

didgdticos s6lo alcanza el 2-5%. La susceptibllidad genetica no esta caracterizada. 
Hasta el memento se tienen evidencias de que puede residir en algun polimorfismo 
de los genes que codifican antfgenos leucocitarios humanos (HLA), glicoprotefna 
oligodendrocftica de la mielina (MOG) y otros genes de los cromosomas 10 y 15. 

30 

Existe un consenso entre los investigadores de la EM segCin el cual la enfermedad 
tiene dos fases una inicial inflamatoria, de naturaleza autoinmune, y otra secundaria 
neurodegenerativa progresiva. En la primera, las celulas T activadas atraviesan la 
barrera hematoencef^lica, y una vez dentro del Sistema Nervioso Central liberan 
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citoquinas proinflamatorias que desencadenan una cascada inmunologica que 
termina en la destruccion de la mielina y muerte de los oligodendrocitos. El 
conocimlento con un cierto detalle del proceso autoinmune ha servido para 
desan^ollar agentes de naturaleza inmunomoduladora cuya eficacia terapeutica es 
5 muy modesta. Sin embargo, no se ha generado ningCin medlcamento que retrase o 

detenga el avance de la fase neurodegenerativa de la enfemriedad que cursa con 
deterioro neurol6gico progresivo e invalidez, y que se caracteriza por la aparicidn de 
lesiones desmielinizantes graves en la sustancia blanca con perdida masiva de 
oligodendrocitos, atrofia y dano axonal severo. Hasta ahora se han descrito 

10 diversas dianas para la Intervencidn durante la fase inflamatoria de la esclerosis 

mOltiple (Zamvll y Steinman, 2003, Neuron 38, 685-688). Entre ellas se encuentran 
las que se dirlgen a reducir la inflamaci6n del sistema nervloso iniciada por la 
activacidn de celulas T especfficas de mielina, que promueven la autoinmunidad en 
particular contra componentes de la mielina, penetran en el tejido nervioso central y 

15 liberan en ^1 citoquinas proinflamatorias como el interferon^ y el factor de la 

necrosis tumoral-a. El inmunomodulador interfer6n-p, aprobado para el tratamiento 
de la esclerosis mOltiple remitente-recurrente, previene tambiSn las interaciones 
celulares que llevan a la penetraci6n de las cdlulas T activadas a trav^s del 
endoteiio vascular. Otros tratamientos en fase de ensayo clfnico estan dirigidos a 

20 neutralizar la actividad de las citoquinas proinflamatorias y/o a potenciar las 

antiinflamatiorias. Un estudio reciente (Youssef et al., 2002, Nature 420, 78-84) ha 
puesto de manifiesto que el medlcamento atorvastatin empleado en el tratamiento 
de la hipercolesterolemia, es tambi^n un potente inmunomodulador que puede 
prevenir o revertir ia EAE cronica mediante la potenciacidn de la secreci6n de 

25 citoquinas antiinflamatorias y la inhibicidn de la produccion de citoquinas 

proinflamatorias. 

Los receptores purinergicos son un tipo de receptores de membrana activados por 
purinas extraceiulares como ADP y ATP y que median diversos efectos biol6gicos 
como la modulaci6n de la actividad neuronal, la liberacion de neurotransmisores, la 
30 glucogenolisis, la contractilidad de la pared vascular o ciertos procesos 

inmunol6gicos etc. Los receptores purinergicos se clasifican en dos grandes grupos 
denominados PI, cuya activacidn esta mediada por adenosina, y P2 cuyos ligandos 
enddgenos son las purinas ATP y ADP y las pirimidinas UTP y UDP. Los 
receptores PI transducen la serial al interior de la cdlula a traves de protefnas G y 
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de acuerdo con sus propiedades moleculares, bioqufmicas y farmacol6gicas se 
subdividen en cuatro gmpos: A1 , A2A, A2B y A3. Por su parte, los P2 se dividen en 
ionotropicos (P2X) y metabotropicos (P2Y) (Barnard y cols., 1997; Ralevic y 
Burnstock, 1998). 

5 

En los Oltlmos anos se ha puesto de manifiesto que los receptores purinergicos 
ademSs de participar en sefiales propias de la neurotransnnisidn, tambien median 
efectos sobre las celulas gllales (Rathbone y cols., 1999). De hecho, la expresidn 
de receptores purinergicos en el sistema nervloso central no estS llmitada 

10 solamente a neurones, sino que afecta tambien a la glia (Dunn y cols., 2001; 

Franke y cols., 2001a; Stevens y cols., 2002). En particular, la senalizaci6n 
purln6rgica en los astrocltos y la microglia sirve como un medio de comunicacion 
gifa-glfa y gifa-neurona (Fields y Stevens, 2000). AdemSs, algunos estudios muy 
recientes sefialan la presencia de receptores funcionales en oligodendrocitos in 

15 vitro (Stevens y cols., 2002), que apuntan a una participaci6n relevante en las 

funciones propias de este tipo celular. En particular, Stevens y cols (2002) muestran 
que la adenosina liberada desde los axones como consecuencia de la actividad 
elSctrica, inhibe la proliferacidn de los precursores oiigodendrogliales, estimula su 
diferenciacion y promueve la formacion de mielina. 

20 

La senalizacidn a trav6s de receptores purinergicos tiene tambien importancia en la 
viabilidad celular en respuesta a procesos patol6gicos cerebrales (revisado en 
Abbracchio y Burnstock, 1998). Asf, estdn implicados en la respuesta gliotica al 
dado nervloso (Franke y cols., 2001b; James y Butt, 2001), y en la respuesta 
25 reparadora del sistema nervioso central medlante la producci6n de factores trdficos 

en astrocltos (Ciccarelli y cols., 2001). A su vez,.la presencia de ectonucleotidasas 
que degradan el ATP liasta adenosina constituye un elemento neuroprotector en la 
isquemia (Braun y cols., 1998), mientras que el ATP produce muerte de celulas 
gllales (Honda y Kohsaka, 2001). 

30 

El conocimiento sobre la implicacion del sistema purinergico en la esclerosis 
multiple es muy escaso. Esa informaci6n indica que hay alteraciones en la actividad 
de la 5'-nucieotidasa, el enzima que degrade ATP haste adenosina. Dicha actividad 
esta mas elevada en monocitos sanguineos de pecientes de esclerosis multiple 
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cultivados durante varios dfas (Armstrong y co\s., 1988). Por su parte, las regiones 
del sistema nervioso central en las que se producen lesiones propias de la 
esclerosis mOltiple tienen una actividad nucleotidasa mas baja (Ansari y cols., 
1978), lo que puede producir concentraciones mas elevadas de ATP extracelular y 
5 mayor activacion de los receptores purin6rg!cos P2. 

Lo sorprendente de la presente invencion se basa en ei descubrimiento por parte de 
los inventores de que la administraci6n de una determinada cantldad de algun 
antagonista de receptores P2X, ya sean de amplio espectro o especffico como el 
10 ATP oxidado (o-ATP a parHr de ahora), selectivo de los receptores P2X7, produce 

una remisi6n de los sfntomas de la enfermedad. 

COMPENDIO DE LA INVENC16N 

15 El problema a resolver por la presente invencion es proporcionar una serie de 

compuestos para el tratamlento de las ehfermedades desmielinizantes y 
autoinmunes, preferentemente de la esclerosis multiple. 

La soluci6n presentada en este documento se basa en la capacidad que poseen los 
20 antagonlstas de los receptores purin§rgicos P2X de frenar el desarrollo de diclnas 

enfermedades tanto en ensayos in vitro como in vivo. 

La Invencion se ilustra en el ejempio en el que se describen los ensayos llevados a 
cabo por los inventores en los que, por un lado, se pone de manifiesto que los 
oligodendrocitos en cultivo expresan los receptores P2X en su superficie y, por otro, 

25 que la activaci6n de los mismos con ATP produce un aumento del calcio citosolico 

y, si el estmulo es prolongado, produce finalmente la muerte de las celulas. 
Asimismo, se describen los ensayos en los que se demuestra en modelos in vivo e 
in vitro de esclerosis mCiltiple, que el tratamlento con antagonlstas de receptores 
purin^rgicos P2X frena el desannollo de la enfermedad. 

30 Asf pues, un aspecto de la invenci6n se refiere a! uso de antagonlstas de 

receptores P2X ya sean de amplio espectro o selectivos de un determinado 
subgrupo de receptores (como por ejempio el o-ATP como antagonista selectivo de 
los receptores P2X7) para el tratamlento de la esclerosis miiltiple y en un sentido 
rrxks amplio de las enfermedades desmielinizantes y autoinmunes. 
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El segundo aspecto de la invenci6n se refiere a una composicion famnaceutica que 
comprenda a! menos uno de los mencionados antagonlstas de los receptores P2X 
Junto con al menos algOn exclpiente farmac6utlcamente aceptable. 

5 BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La figura 1 muestra las propiedades electrofisioldgicas de los receptores P2X en 
ollgodendrocitos en cultivo. La activacidn de dlchos receptores produce una 
corriente de entrada que se puede potenciar en ausencia de iones divalentes. Las 
10 cun/as dosis-repuesta del agonlsta natural enddgeno, ATP, y de analogos del 

mismo, como el BzATP, indican que las propiedades de las respuestas se 
asemejan a las de los receptores P2X7 recombinantes expresados en sistemas 
heterologos. 

La figura 2 pone de manlfiesto que, tanto el ATP como el BzATP producen un 
15 elevado incremento en la concentracidn de calcio Intracelular que se evita en 

presencia de PPADS, un antagonista P2X y P2Y de ampllo espectro, y tambi6n 
eliminando el calcio del medio extracelular. AdemSs, se observa que las respuestas 
se potencian con propofol y se inhiben con o-ATP, un antagonista selectivo de los 
receptores P2X7. 

20 La figura 3 demuestra que la apllcaci6n durante 15 minutes de ATP o BzATP 

causa muerte de los oligodendrocitos en cultivo. La muerte es dependiente de 
calcio, pues su eliminaci6n del medio de cultivo hace que no se produzca. El 
antagonista de ampllo espectro PPADS es capaz de preveniria si se coaplica a la 
vez que los agonistas. 

25 La figura 4 demuestra que la muerte oligodendroglial por ATP se puede prevenir 

mediante el antagonista selectivo de los P2X7, el o-ATP. 

La figura 5 muestra la expresl6n In situ de receptores P2X en oligodendrocitos del 
nervio optico mediante t^cnicas inmunohistoqufmicas utilizando anticuerpos 
especificos. Se observa que los receptores P2X2, P2X4 y P2X7 (verde) son muy 
30 abundantes en oligodendrocitos (rojo) de nervio optico. El color amarillo indica el 

solapamiento de ambos colores, por lo que los mencionados receptores se 
expresan abundantemente en oligodendrocitos. Del mismo modo, queda claro que 
estos no se expresan demasiado en astrocitos. 
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La figura 6 muestra como la infusion lenta de (1 p.l/hora) de BzATP (100 mM) 
produce lesiones qn el nervio optico, en las que se aprecia dano tisular con 
astrogliosis y microgliosis, asf como desaparicion de la mielina en el ^rea danada y 
rotura de los axones. 

5 La figura 7 pone de nnanlfiesto que las ratas a las cuales se induce EAE tienen 

graves sintomas neurologicos que incluyen parallsis de las extremidades e incluso 
muerte. Sin ennbargo, el tratamiento previo a la aparici6n de los smtomas con o- 
ATP produce la desaparicidn virtual de los sfntomas. 

La figura 8 demuestra como, despuds de doce dfas tras la induccion de la EAE, la 
1 0 administracidn de o-ATP hace desaparecer los sfntomas neurologicos causados por 

la enfermedad. 

La figura 9 pone de manifiesto que en la EAE los niveles de receptores P2X2 no se 
alteran significativamente, sin embargo, los de P2X7 bajan de forma drdstica. Esto 
Indica que hay una pdrdida de cdlulas que lo expresan, principalmente 
1 5 oligodendrocitos. 

DESCRIPClbN DETALLAPA DE LA INVENCION 

El primer aspecto de la invencidn se refiere a! uso de los antagonistas de los 
receptores purindrgicos P2X para el tratamiento de las enfermedades 

20 desmlelinizantes y autolnmunes. La autoinmunidad requlere la activacion de una 

cascada preclsa de procesos en c6lulas del sistema inmune. Una parte de esas 
celulas, los macrdfagos y los linfocitos, expresa receptores P2X1 , P2X2, P2X5 y 
P2X7, y la actlvacidn de este Oltlmo produce la Iiberacl6n de citoquinas 
proinflamatorias como el factor de la necrosis tumoral a(TNF-a) e IL-1R asf como 

25 apoptosls por mecanismos que todavfa no estSn caracterizados (Bumstock, 2002, 

Arteriorscler Thromb Vase Biol. 22, 364-373). Sin embargo, las funclones precisas 
que median los receptores P2Xs en el sistema inmune todavfa no estSn bien 
caracterizadas. Es esta expresi6n de receptores P2X en celulas del sistema 
inmune la que hace adecuado ei uso de los antagonistas de receptores P2X para el 

30 tratamiento de las enfermedades autoinmunes. Una realizacidn preferida de la 

invencidn contempla como enfermedad a tratar la esclerosis mOltiple. 

Entre los antagonistas de los receptores P2X existen unos que son llamados de 
amplio espectro debido a que tienen la capacidad de unirse a varios de los 
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receptores de la familia P2X, aunque con diferente afinidad a cada uno de ellos; y 
otros que son selectivos de un determinado gmpo de receptores de la familia P2X. 



10 



Las siguientes formulas representan algunos de estos antagonistas de amplio 
espectro de los receptores P2X: 
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Las siguientes f6rmulas representan los antagonistas selectivos de los receptores 
P2X: 
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Los compuestos anteriormente representados por sus formulas estructurales son: 
" El PPADS (sal tetras6dica del ^ctdo pirldoxalfosfato-6-azofenil-2',4'- 
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disulfonico) (I) 

- El iso-PPADS (sal tetras6djca del acido pir1doxalfosfato-6-azofenil-1\4- 
disulfonico) (II) 

" El Suramin (sal hexas6dica del iddo 8,8'-[Carbonllbis[imino-3,1-' 
5 fenilencarbonilimino(4-metil-3,1-fenilen)carbonillmino]]bi^^ 
naftalentrisulfonico) (III) 

■ El Evans Blue (sal tetrasodica del acido 6,6-[(3.3'-Dlmetll[1,r-bifenill-4,4'- 
diil)bis(azo)bis[4-amino- 5-hidroxi-1 .3-naftalendisulfonico]) (IV) 

- El NF023 (sal hexasddica del dcido 8,8-[carbonilbis(imino-3,1- 
1 0 fenilencarbonilimino)]bis*-1 ,3,5-naftalen-trisulfonico) (V) 

■ El NF279 (sal hexasddica del acido 8,8-[carbonilbis(imino-4,1- 
f enilencarbonilimino-4, 1 -fenilencarbonillmino)]bis-1 ,3,5-naftalentrisulf onico) 
(VI) 

- El BB6 (brillant blue coomasie G)(VII) 

15 - El NF449 (sal octas6dica del Scido 4.4',4",4"4Carbonilbis(imlno-5,1.3- 

benzentrlil-bis(carbonilimino))]tetrakis-1 ,3-benzendisulf6nico) (VIII) 
" El o-ATP (sal s6dica de Adenosina 5-trifosfato, oxidada con periodato) (IX) 

- El (ester del icido 4-[(2S)-2-[(5-isoquinolinilsulfonil)metilamino]-3- 
oxo-3-(4-fenil-1-piperazinil)propil] fenil isoquinolinsulfonico) (X) 

20 " El PPNDS (sal tetras6dica de piridoxal-5-fosfato-6-(2'-naflilazo-6 -nitro-4',8 - 

disuifonato) (XI) 

■ El RB2 (^cido 1-amino-4-{I4-[[4-cloro-6-[[3 (6 4)-sulfofenil]annino]-1 ,3,5- 
triazin-2-il]anriino]-3-sulfofeniOamino}-9,10-dihidro-9,10-dioxo-2- 
antracensulfonico) (XII) 

25 

Ademds de los anteriomnente citados existen otros antagonistas de amplio espectro 
como son el MRS2220 (p!ridoxina-a4,5-monofosfato-6-fenilazo-2',5-disulfonato 
ciclico), el Ip51 (sal pentapotdsica de P\P®-Drmosina-5-pentafosfato) o el TNP- 
ATP (sal monolltio tris6dica de 2',3'-0-2,4,6-trinitrofeniladenoslna 5'-trifosfato), asi 
30 como selectivos como por ejempio el HMA (5-(N,N hexametilen) amilorida). 



En la tabia 1 aparecen representados los ICso de algunos de los compuestos 
anteriores en relacion con los diferentes subgaipos de receptores P2X. 
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En una realizacidn preferida, uno de dichos antagonistas es un antagonista 
selective de los receptores P2X7, el o-ATP. En los ensayos llevados a cabo por los 
inventores (ver ejempio mas adelante) este compuesto se ha mostrado 
especialmente adecuado para tratar la esclerosis multiple debido a la importancia 
5 relativa de la presencia de receptores P2X7 en oligodendrocitos con respecto al 

resto de receptores P2X. 

Otro aspecto de la invencion se refiere a una composici6n farmac6utica que 
comprende al menos un antagonista de un receptor purln6rgico P2X, ya sea de 
10 amplio espectro o selectivo de un subgrupo de receptores, junto con al menos un 

excipiente farmac6uticamente aceptable. 

Los excipientes farmac6uticamente aceptables seran aquellos excipientes de la 
tecnica que permltan la formulaci6n adecuada de la composicion farmac6utica de la 
invenci6n. Dicha composicl6n puede formularse para su admlnistracion oral, 
intravenosa, t6pica, rectal, subddrmica, etc. Es decir, puede presentarse en forma 
de soluciones, comprlmidos, cdpsulas, implantes, etc. Asimismo, dicha formulacion 
puede ser de Iiberaci6n inmediata o de liberacion controlada. 

Los receptores de amplio espectro pueden ser seleccionados de entre los 
compuestos anterlormente mencionados. Una realizacidn preferida contempla una 
composici6n farmac^uttca que contenga como antagonista al menos al o-ATP, 
selective de los receptores P2X7. 

25 En el siguiente ejempio se detallan los ensayos llevados a cabo por lo inventores 

que ilustran el fundamento de la invencidn. 



15 



20 



EJEMPLO 

30 I- PROCEDiMIENTOS EXPERIMENTALES 

Cultivos de oligodendrocitos 

Los cultivos celulares se realizaron a partir de nervio optico de rata perinatal (PI 2) 
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siguiendo protocx>los establecidos, que se adaptaron e introdujeron en el laboratorio 
segun descripcion redente (Matute y cols, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94. 
8830-8835). 

Reqistros electrofisioloaicos en oligodendrocitos in vitro 
5 Los registros electrofisiologicos se realizaron en cultivos de 2 a 5 dias, y siguiendo 

las pautas indicadas en trabajos previos (Patneau y cols, 1994, Neuron12: 357- 
371). Las cdlulas se registraron en una cdmara que permite variar la composicion 
del medio extracelular a trav§s de un flujo constante (0,5-1 mL/min). Los electrodos 
de reglstro fueron capilares de vidrlo que contenfan soluciones especfficas 

10 compatibles con las concentraciones i6nicas citoplasmaticas. El estudio de las 

respuestas mediadas por los receptores purin§rglcos se realizo mediante la tecnica 
de control de voltaje de la c6lula entera ("whole-cell patch-clamp"), midiendo las 
coR-ientes generadas por la aplicaci6n externa de agonlstas y antagonistas 
selectivos de dichos receptores. 

15 Medlci6n de los niveles de calcio cltos6lico en cultivos de oligodendrocitos 

La concentracion de calcio citos6lico se determino mediante el metodo de 
Grynkiewikcz y cols. (1985; J. BIoL Chem. 260, 3440-3450). Los oligodendrocitos se 
cargaron con 5 mM de Fura-2/AM, y a continuaci6n se lavaron y se estudiaron en 
un microscopio invertido Zeiss equipado con un monocromador, objetivo 40x de 

20 inmersion, una cdmara digital de alta resolucidn Orca, y un software AquaCosmos 

(Hamamatsu Photonics). En estas condiciones se ensayaron los cambios en los 
niveles de calcio dtosolico en respuesta a agonistas y antagonistas, en presencia y 
ausencia de calcio extracelular. La calibracion se realizo a! final de los ensayos 
mediante la aplicaci6n sucesiva de ionomicina y EGTA, y la concentracion de calcio 

25 se estim6 mediante la medida del ratio 340/380 nm. 

Experimentos en nervio optlco aislado 

Los nervios se aislaron de ratas adultas Jdvenes, y se perfundieron durante 30 min 
en Ifquido cefalorraqufdeo artificial (LCRa) saturado en oxigeno mediante burbujeo 
de 95% de oxfgeno y 5% de C02, en condiciones comparables a las descritas para 
30 oligodendrocitos en cultivo (Fern y Mailer, 2000, J. Neurosci. 20: 34-42). A 

continuacion se incubaron con agonistas y antagonistas purinergicos durante 
diversos tiempos. Posteriormente, los nervios se perfundieron durante 1 a 24 horas 
con LCRa normal saturado de oxfgeno. Transcurrido ese tiempo el dano se evaluo 
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histologicamente tal y como hemos descrito in vivo (IVIatute, 1998, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 95: 10229-10234), y se analizaron los cambios bioquimicos que subyacen 
a dicho dano. 

IVI6todos inmunoaufmicos en cultivos de oHqodendrocitos. nervio optico v en teiido 
nervioso de animates experimentales 

Se emplearon anticuerpos cx>merciales para el estudio de la presencia de 
marcadores del iinaje oligodendroglial, connponentes de la mielina, astrocitos y 
microglia. Las t^cnicas incluyeron la inmunocitoquimica, inmunohistoqufmica e 
inmunoblotting (Western blot), todas ellas descritas en detalle (ver por ejempio, 
Domercq y cols., 1999, Eur. J. Neuroscl. 11, 2226-2236) 
Aplicacion de sustanclas en el nervio optico in vivo 

Los experimentos en nervio 6ptico se realizaron en coneJos (New Zealand White) 
que, por su tamano, permiten una mejor manipulacion quirurgica experimental. El 
procedimiento empleado sera el descrito previamente (Matute, 1998, Proc. Natl. 
Acad. Sci. 95, 10229-10234). Los agonlstas purin6rgicos se aplicaron mediante el 
empleo de microbombas osm6tlcas que liberan cantidades pequenas de soluto 
durante un tiempo determinado. Posteriormente, se evalu6 el efecto de dtcha 
aplicacion sobre el nervio con un panel de marcadores de oligodendrocitos y sus 
progenitores, mielina, integridad axonal, astrogliosis y microgliosis. 
Induccion de encefalomlelltis experimental autoinmune (EAE) 
Se emplearon ratas Lewis que se inmunizaron subcutaneamente con protefna 
basica de la mielina inyectada en las patas traseras (100 micrograpnos/animal en 
100 microlitros) y adyuvante de Freund con 5.5 mg/ml de Micobacterium 
tuberculosis H37Ra. La m^dula espinal de los animates se extrajo cuando los 
animates tenfan los sfntomas de la enfermedad (12-14 post-inmunizacion) y se 
analiz6 la expresi6n de receptores purinergicos mediante tecnicas inmunoqufmicas 
(inmunoblot e inmunohistoquimica). 

II- RESULTADOS 

Caracterfsticas de las corrientes mediadas por los receptores P2X en 
oligodendrocitos 

El ATP (1 mM) induce una corriente de entrada que no desensibiliza en la mayoria 
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de oligodendrocitos examlnados (77,3 ± 7.9 %; n= 47; Fig. 1a). El analogo del 
ATP, 2',3'-0-(4-ben2oil-4-benzoil) (BzATP, 100 p.M), que es un agonista P2X de 
amplio espectro pero con una afinidad mas alta para el receptor P2X7 (Raievic & 
Bumstock, 1998), indujo tambien respuestas similares (Fig. la). Por el contrario, 
a,p-metilen-ATP (a,|3-Me-ATP, 100 i^M). un agonista selective de receptores P2X1, 
P2X3 y heteromeros P2X2/3, no gener6 corrientes en oligodendrocitos. Se observo 
que la amplitud de las corrientes generadas por ATP y BzATP depende de la 
concentraci6n del agonista correspondiente (Fig. la) (EC5o= 8,77 mM y 0,52 mM 
respectivamente). Asimlsmo, se pudo constatar que la ausencia de Mg^*y Ca^"^, que 
incrementa la concentraci6n de ATP^, la forma activa de los receptores P2X, 
potencia 4-10 las respuestas (Fig. 1 a). 

El antagonista de amplio espectro PPADS (100 ^M), por su parte, bloquea 
completamente las corrientes inducldas por ATP (Fig. 1). A su vez, el ATP oxidado 
(o-ATP), un antagonista preferentemente de los receptors P2X7, bloquea 
parcialmente las corrientes de ATP. A su vez. el Cu^* (1 mM) que es un inhibidor 
selective de los P2X7 (Virginio et aL, 1997), reduce las corrientes de ATP, mientras 
que el propofol (60 {xlVI), un potenciador de los receptores P2X4, no altera dichas 
corrientes. Estos resultados indican que los receptores P2X presentes en 
oligodendrocitos tienen propiedades electrofisologicas compatibles con un 
predomlnio de la subunidad P2X7. 

La activacion de los receptores P2X eleva los niveles de Ca^ citos6lico 
Se monitorizd [Ca^i tras aplicar ATP y BzATP con objeto de caracterizar los 
efectos de la activaci6n de los receptores P2X en oligodendrocitos. Estas cSlulas 
responden a ATP (10 jiM) con un incremento rSpido en [Ca^*]i citos6llco basal (250 
± 65 nM) a 1200 ± 468 nM (Fig. 2a). Estas respuestas son reprimidas en presencia 
de PPADS (50 yiM) y en ausencia de Ca^ en la solucion de Incubaci6n. Estos 
resultados Indican que la [Ca^^j aumenta a consecuencia de la entrada de Ca^ a 
travSs de la membrana plasmdtica y no por la Iiberaci6n del mismo desde los 
depositos intracelulares. 

El Bz-ATP (0,01-1 mM) tamblSn activa la entrada de Ca^* en oligodendrocitos de 
forma dosis dependiente (Fig. 2b, d). Este efecto desaparece en ausencia de Ca^^ 
extracelular y se bloquea con PPADS (Fig. 2b, d). Estos resultados sugleren que 
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los receptores P2X que contienen la subunidad P2X7 son los princlpales medidores 
de la respuesta a ATP. De acuerdo con esta Idea, el antagonista selective de P2X7 
o-ATP (1 mM) (Fernandez et al., 2001). reduce un 63 ± 8 el incremento de la [Ca^*] i 
inducido por Bz-ATP (Fig. 2d, e). Por su parte, el propofol (60 ^M). que potencia las 
respuestas mediadas por P2X4 (Tomioka et al., 2000), potencia el incremento de la 
[Ca^*]j generado por 0.1 and 1 mM ATP en un 60 ± 22 and 77 ± 34 % 
respectivamente (Fig. 2c, d), Por tanto, los receptores natives P2X que contienen 
P2X4 tambien contribuyen a la entrada de Ca^* inducida por ATP en 
oligodendrocitos. 

La activaclon de los receptores P2X induce muerte oligodendroqlial Ca^"^ 
deoendiente 

A todas las concentraciones de ATP (0,01-1 mM) ensayadas se produjo la muerte 
de un 15-27% de oligodendrocitos que se inhibe en presencia de 50 fxM PPADS y 
tras quitar el Ca^* del medio de cultivo (Fig. 3a). De la misma fomria el agonlsta Bz- 
ATP caus6 una toxicidad similar al ATP (Fig. 3b). Olros agonistas purinergicos 
como el ATP-y-S. que es un anilogo m^s estable que el ATP, y el a,p,-meATP son 
tambien t6xicos para los oligodendrocitos, lo que excluye la posibilidad de que los 
metabolites del ATP sean los causantes de la toxicidad tras actlvar receptores 
distintos a los P2X- En su conjunto, los ensayos de toxicidad muestran que los 
oligodendrocitos son vulnerables a la activacidn de los receptores P2X por ATP y 
sus andlogos. 

Los oligodendrocitos expresan receptores P2X en oligodendrocitos in vitro e in situ 

El analisis de la expresion de receptores P2X mediante inmunohistoquimica con 
anticuerpos especfficos en cultivos de oligodendrocitos dlferenciados (GalC*/MBP*) 
puso de manifiesto que estas c^lulas tienen principalmente las subunidades P2X2, 
P2X4 y P2X7 (ver Tabia 2). 



Table 2. Expresion de receptores P2X en cultivos de oligodendrocitos. 



Subunidad 


P2xi 


P2X2 


P2X3 


P2X4 


P2xs 


P2X6 


P2X7 


Expresi6n 


+/- 


++ 




++ 


+/- 


+/- 


++ 



Este perfil de expresidn es consistente con las propiedades electrofisiologicas y las 
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caracterfsticas de la toxicidad observada en estos cultivos. Ademas. ei patron de 
subunidades observado in vitro tambien se corresponds con el observado in situ en 
nervio dptico (Tabia 3) mediante doble marcado de subunidades y anticuerpos 
especfficos del linaje oligodendroglial y astroglial (Fig.5). 



TabIa 3. Distribucion de receptores P2X en oligodendrocites en el nervio 



optico de la rata 


Subunidad 


P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 


P2X7 


Distribuci6n 


— +++ _ +++ + _ 


+++ 



Estos resultados inmunohistoqufmicos se confirmaron mediante Western blot 

(Inmunotransferencia). 

El ATP mata oligodendrocites in situ 

Para determinar si el ATP es t6xico, a los oligodendrocitos en una preparacion de 
tejido nervioso sin disociar se prefundieron nervios 6pticos enteros aislados de rates 
adultas con liquido cefalorraqufdeo artificial con ATP (100 )iM) durante 3 h. En 
estas condiciones se produjo un Incremento de > 3 veces del nOmero de cSlulas 
que mostraban condensacion del nOcleo en connparacidn con los nervios controles 
perfundidos sin ATP (Fig. 5). Las cSlulas danadas se orientan en el eje longitudinal 
del nervio y forman parte de hileras de oligodendrocitos interfasciculaes. La 
estimulacidn con ATP en presencia de PPADS (10 jxM) previene de la muerte de 
los oligodendrocitos. 

A continuaci6n, se infundieron los agonistas ATP-y-S y BzATP sobre el nervio 
6ptico in vivo mediante bombas osmoticas que liberan cantidades de solute muy 
pequenas a lo largo de 3 dias. El examen histoldgico de los nervios a 7 dias de 
inicias la aplicacion mostro dano tisular en un drea restringida a la proximidad de la 
canula (Fig. 6). Ademas, diclia zona presentaba una gliosis intense, falta de mielina 
y daflo axonal (Fig. 6). En su conjunto esto resultados indican que la activacion de 
los P2X mata oligodendrocitos in situ y que las lesiones in vivo comparten 
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propiedades propias de las placas de esclerosis multiple. 

El bloaueo de los P2X meiora los sfntomas motores de la EAE aauda v cronica 

Se investigaron los efectos del antagonista de ampllo espectro PPADS y del mSs 
selective o-ATP en el desencadenamiento y curso de la EAE inducida por 
inmunizaci6n de ratas Lewis con protefna b^isica de la miellna. Las ratas 
inmunlzadas mostraron signos de deficits motores airededor de los 10 dfas 
postinyecci6n, y alcanzaron un nri^mo a los 14 dfas (Fig. 7), El tratamiento con 
PPADS (30 mg/kg, dos veces al dfa) desde los 7 a los 14 dfas postinyecci6n no 
mejor6 los sfntomas y el curso de la enfenmedad. En cambio la aplicacion de o-ATP 
(1 y 5 mg/kg, cada 12 h) durante el mismo perlodo atenu6 o previno la aparici6n de 
• los sfntomas proplos de la EAE (Fig. 7). 

Posteriormente se evalu6 la eficacia del o-ATP en mejorar los sfntomas de la EAE 
en un modelo remitente-recun-ente-cronico. Para ello, se inmunizaron ratas DA con 
medula espinal sIngSnica observSndose la aparicidn de deficits neurologicos 
severos a los 7-9 dfas postinyecci6n, y que alcanzaban su primer pico entomo a los 
11 dfas. El tratamiento con o-ATP (2,5 mg/kg, cada 12 h) una vez instaurados la 
intensidad maxima de los sfntomas los redujo los sfntomas y tambien elimin6. 
aquellos propios de la fase crdnica (Fig. 8). 

Con objeto de conocer el mecanlsmo de acci6n por el que el o-ATP mejora el 
pronostico de la EAE, se evaluaron mediante Western blot los niveles del receptor 
P2X7 sobre el que actOa de fornia preferente este fannaco en la m§dula espinal 
lumbosacra, la regl6n m^s afectada en esta enfermedad experimental. 
Encontramos que los niveles de esta subunidad se reducfan a la mitad en los 
animales sometidos a EAE, y que dichos niveles retornaban a los de los controles 
en aquellos animales con EAE tratada con o-ATP (Fig. 9). Estos resultados indican 
que el tratamiento con o-ATP protege de la muerte a las celulas que expresan 
P2X7, y por ende a los oligodendrocltos que son el principal tipo celular que 
expresa dicha subunidad en la m6dula espinal. 

Ill- DISCUSION 
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Los resultados mostrados anteriormente ponen de manifiesto por primera vez que 
los oligodendrocitos tienen receptores P2X. AsfmSsmo, se detallan las propledades 
electroflsiol6gicas, farmacolbgicas y moleculares de estos receptores, asi como su 
elevada permeabilidad a calcio. Esta Oltima propiedad hace que los 
5 oligodendrocitos sean vuinerables a los estimulos intensos y/o prolongados 

mediados por estos receptores, at igual que se ha demostrado con los receptores 
glutamaterglcos en esta poblaci6n celular (Matute et al., 2001, Trends Neurosci 24, 
224-230). La vulnerabilidad de los oligodendrocitos a las seflales mediadas por los 
receptores P2X es una de las causas del dafio en el tejido nen^oso que subyace a 
10 la enfenmedad experimental EAE, un modelo de esclerosis mOltiple. Finalmente, el 

bloqueo de los receptores P2X hasta del desencadenamiento de la enfermedad 
reduce drSsticamente los sfntomas neurologicos en la EAE aguda, y mejora la 
evoluci6n y pron6stico en la EAE cronica una vez instaurada la sintomatologfa. 

15 La invenci6n aqui descrita constituye una via para el tratamiento de la esclerosis 

mOltiple, una enfermedad que carece de tratamientos eficaces que ralenticen o 
frenen su progresi6n. Las vfas de intervencidn que han resultado en el desarrollo de 
fSrmacos en fase de ensayos clfnicos o de uso como medicamentos en el 
tratamiento de la esclerosis mOltiple tienen mecanismos de acci6n que regulan el 

20 funcionamiento del sistema inmune. El hecho de que el bloqueo de los P2X 

prevenga los sfntomas de la EAE aguda, un modelo de EM que mimetiza la fase 
inflamatoria/autoinmune de la enfermedad, indlca que estos farmacos pueden ser 
de hecho potentes agentes inmunomoduiadores que eviten la autoinmunidad que 
desencadena la EM y otras enfermedades. Finalmente, los antagonistas de los 

25 receptores P2X al ser agentes protectores de la muerte de los oligodendrocitos, la 

poblacion celular que sufre mayor dano en la EM, tienen un gran potencial 
terapeutico en ia fase neurodegenerativa de esta enfermedad, fase que se prolonga 
durante decenios y en la que los pacientes sufren un deterioro progresivo que 
cursa con trastornos motores y sensitives que produce invalidez. 

30 
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REIVINDICACIONES 

1. Antagonista de un receptor purinergico P2X para el tratamiento de 
enfermedades desmielinizantes y autoinmunes, preferiblemente de la esclerosis 
mOltiple, en mamfferos incluido el hombre. 

2. Antagonista de un receptor purinergico P2X para el tratamiento de 
enfermedades desmielinizantes y autoinmunes de acuerdo con la reivindicacion 
1 caracterizado porque el receptor purinergico es preferentemente un receptor 
P2X7. 

3. Antagonista de un receptor purinergico P2X para el tratamiento de las 
enfermedades desmielinizantes y autoinmunes de acuerdo con la reivindicacion 
1 caracterizado porque el antagonista es un antagonista de ampllo espectro 
para receptores P2X o un antagonista selectivo de un receptor P2X7, como el 
o-ATP. 

4. Antagonista de un receptor purinergico P2X para el tratamiento de 
enfermedades desmielinizantes y autoinmunes de acuerdo con las 
reivindlcaciones 1 a 3 caracterizado porque diciio antagonista se puede 
seleccionar de entre el PPADS, iso-PPADS, Suranim, Evans Blue, NF023, 
NF279, BBG, NF449, o-ATP, KN62, PPNDS,.RB2, MRS2220, Ip51. TNP-ATP o 
HMA. 

5. Empleo de un antagonista de los receptores purinSrgicos P2X en la 
elaboracidn de un medicamento para el tratamiento de enfermedades 
desmielinizantes y autoinmunes, preferiblemente de la esclerosis mOltiple, en 
mamiferos incluido el hombre. 

6. Empleo de un antagonista de los receptores purinergicos P2X de acuerdo con 
la reivindicacion 5 caracterizado porque dichos receptores purinergicos son 
preferentemente receptores P2X7. 
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7. Empleo de un antagonista de los receptores purinergicos P2X de acuerdo con 
la reivindicaci6n 5 caracterizado porque dicho antagonista es un antagonista de 
amplio espectro para receptores P2X o un antagonista selectivo de un receptor 
P2X7, como el o-ATP. 

8. Empleo de un antagonista de los receptores purinergicos P2X de acuerdo con 
la relvindicaci6n 5 a 7 caracterizado porque dicho antagonistas se puede 
seleccionar de entre el PPADS, iso-PPADS. Suranim, Evans Blue. NF023. 
NF279, BBG, NF449, o-ATP. KN62, PPNDS, RB2, MRS2220, Ip51. TNP-ATP o 
HMA. 

9. Composici6n farmac6utica que comprende al menos un antagonista de un 
receptor purin§rgico P2X y al menos un excipiente fannaceuticamente 
aceptable. 

10. Composicidn farmac§utica de acuerdo con la reivindicacion 9 caracterizada 
porque el antagonista es un antagonista de amplio espectro para receptores 
P2X o un antagonista selectivo de un receptor P2X7, como el o-ATP. 

11. Composiclon farmac6utica de acuerdo con las reivindicaciones 9 a 10 
caracterizada porque dicho antagonista se selecciona de entre el PPADS, iso- 
PPADS, Suranim, Evans Blue, NF023, NF279, BBG, NF449, o-ATP, KN62, 
PPNDS, RB2, MRS2220, Ip51. TNP-ATP o HMA. 
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